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IDENTIHKASI GEN PENYANDI PERCABANGAN PADA DUA GALUR 
KENM HASIL MWTASI DENGAN ETHYL M E M E  S W O M T E  (EMS) 
DAN MEKANBMENYA DALAM PENGONTROLAN PEMBE- 
Estrf Lam Aru-as, Retao Mrshti, Serafinnb h d @ d  
JluuJ.a Biologi, FMIPA, Universitsw Bmwijaya 
Tujuan penelitian ini adalah nntuk menen* j d 9 h  dm pcrilaku g a  serta 
mekeaisme dalam m o n t r u l  perwhngan mutau k d  Wil  perlaku%z1 Ethyl Methane 
Sulfonate (EMS) melalui teknik persilangaa, fisiolbgi dan molekuler. 
Galur mwni tipe p e b g s n  b a d  disihgkm dengm &LU ~~~wfai  tipe 
perabw~lgan apikal. Turunan pertam @I) dari persilangazl -but d i d .  Secata 
garis besar t&pt p a l i i  tidak 3 kemmgkbm yang terjadi yaitu : 1. Bi ada satu gen 
(tipe percabangan yang satu adalah mmpdcaa ale1 t i p  yang laimya) dtw hubungm 
antiy alelnya dorninan perhuh , mak;a F1 bad petsWgan h y a  ~ l ~ m ~ u l k a n  1 .&fat
bermbar& siija yaitu yang lebih demirm, dan F2 ekan terdii dua tipe c h g  tersebut 
dengan perbandingan 3:l. 2. Bila ad9 2 gen dan k t d ~ t ~ y a  donb t~  e w b  & FI 
berfenotip gab- antam padangar~ basal den apw F2 akan -i d e n w  
rasio9tanamanbenipe cabanggabung~n:3tanamanMpecabolngbasal:3~ 
bertipe mbang apikal : 1 tanaman ddak bmabq. 3. Bih k& tip m b m g m  
dikontrol oleh 2 13el m i f  maka F1 adalah tip ti* b~cabaag dan F2 b p @ i  
menjadi 9 tididak bemibang : 3 W p e  &mg basal : 3 tanamaa W p e  cabang 
apikal : 1 tanaman tipe berdmng gab-. 
Persilangaa antant dw tip perc&bmgaa ini telah dilakukau pada penelifh 
sebelwmnya (Mog tyas ,  tidak d i p u b ~ ~ ) ,  dhgga  path penel ih  h i  akan 
dilahkm penanmu Fl rang selanjutnya dibiarkan selfin%: (penyerbukau seadiri) untdc 
men- F2 mtuk dilihat pola segregasinya 
Identiaasi sekuen gen cabang secara moleguler dilakulran PCR dengan berbagai 
pnimer cab- dan di2rrqjdcan dengan sekueming untuk menentukan sew gen cabang 
tersebut. Isolasi DNA dilakukm mengguda metode Doyle dan Doyle (1987), 
rnenggumkm bahan tamman biji daa daus muda P- biji dimabudkm wtuk 
menjajagi kemungkinm d d i  l e a  dini tmhadap percab-. PCR 
menggmdan S pasang primer$ ymg tedri dari 4 primer spmiiik yang d i e  driri 
sekuen gen percabangan AUXI, Am1 dai -dopsis thaliam, RMSl diui Pisum 
sativum, dan Ls dari LywpemrJIcum e$cuIentMt, serta 1 pasaug primer degenemte yang 
d i e  dari sekuen yang terkonservasi fi gen-gen LAS, Ls dan MOC. Pro- yang 
digunakan 1 manit denahuasi pada suhu 93 OC,  30 detik annealing pada 56 O C ,  1 menit 
ekstensi pada suhu 72 OC, sebanyak 35 siklus. Fernanasan awd dil- s e 1 w  1 =nit 
pada suhu 93 OC, dan fase pemmjangan ted&r dilakulum selama 10 menit pada suhu 72 
". Sekuensing dilaknksa dengan p m d w  Big Dye Terminator mix pada mesin AJ3I 
377A sequencer. 1-i fisiologi dilakukan dangan mengcikur kowntrasi auksin 
pada bagian pwuk, h g  (csbang apikal, tengah dam had), dan akar unttlk menduga 


















IS- pertama dari persilangan kontrol dengm galur bemabang basal 
maupun bercabang apikal menghwiikan keturunan ymg hampir 1 W h  betabang b d  
b a d  atau apikaL Hal ini menunjukkan bahwa alel yang mengon~l  sifat b e ~ a n g  
basal rnaupm apikal ad& ale1 resesif. Sementara k- pemma (Fl) ~ i l m g a n  
antara galur M a n g  basal d- galur bercabang apikal tendiri dari 7 tanaman tidak 
bemabang, 7 tnnarnan btcabmg apikal d m  1 tanaman baabang b a d  apW. Hal ini 
m-dikasikan adanya 2 gen yang mengintrol siht kmabmg. Aka  tefapi konfhnasi 
mddui peneiusuran penunman sifat h b a n g  mrh segwgwi ald-ale1 beroabsag dan 
ti& bembeng pradrr ke tumm kedua ($2) menunjulrkan bahwa tip p e m b q a n  b a d  
m e q a h  bs i l  fenomem epigenetik, ymg tidak lagi bersegregasi pada kelunmtn ketiga 
(F3). Sedangkan tiw pexabmgan apikal memang benar ~BTU- hasil ekspresi suatu 
gen percabangan dan m i h  terkonservasi sampai ke F3. 
Hasil ident imi  gen percabmgm melalvi Eeknik PCR dan sekumuhg 
memunjukha bahw8 gen percabmgan @a k& dapat diamplifibi deagan primer 
A m  dan RXRl tetapi ti& &pat diamplitikasi oleh primer Es, RMSI, dan Llm. Hal ini 
menmjukkan bahwa gen pwcabangan pada kenaf homolog dengan gen pemtxangan 
pa& Arcfbidopsfs thotima. Analisis molekuler mengidkasikan adaJlya gen yang 
besperanan ddam signaling auksin tetapi untuk tipe p e d m g m  berbedar ml~lgkln 
dikontrol o l d  alel yang berbeda untuk Yokus gen yang -tan dengan s igdi ig  auksin. 
Gsn tetsebut nmqakm anggota dari ffami p n  pengo-1 percebaagan dm beralr,si 
pada kse akhir p e m d a n  cabang melalui pengontrolan signaling &in udtuk 
menentukan apakah cabang a h n  berkembang atau ti* PCR untuk DNA biji 
rneqhiw pita yang sangat tipis dasl berukuran kecil(200 Bp) herbeda &ugm h i 1  
PCR dengan menggmdm template DNA yang diisolaai dati &m. Hal ini 
. .  . 
adany8 pwbdam susunan gen dalam biji den- tatmmn dewasa. 
Pengamatan fisiologi ~keldti  pen&m kandwgm &in mnurjukkan 
bahwa tanaman bercabang mempunyai kandungan auksin di cabang yang lebih rendah 
dibauding pada ujung batang. Pemuncdan cabang dipen& oleh ehduagm auksin 
pada ujmg dan ujung cabgng. ICsndungan auksin y m g  lebih tinggi pada 4un.g 
&g dib- dengan pada ujung batang tmpaknya medmong pemlptlculan 
cabang. Sem- kanduugan auksin yang mdah pada &at mungkin berhubungan 
diengaa keberadaan sitokinin. Hal hi rnengkdhsii  bahwa gen A w l  magontrol 
pemtventulw Gabang dmgan cara mengontrol hdungan auksin pada dung batang clan 


















EDENTIFPCATTON OF BRANCHING GENE OF TWO KENAF LINE ARISED 
FROM MUTATION USING ETHYL METKANE SI&FONATE @MS) AND ITS 
MECHANISM IN CONTROLLXNG BRANCH FORMATION 
Estri Lame Armhgtyas, Retno Mastuti, Sera- m a n i  
Jaresra Bidogi, FMIPA, UniversiraJ Bmwijaya 
'The aim of @is msearch was to determine the gene number, behavior and the 
mode of d o n  of b c h i n g  gene in controlling branching type of kenaf mutant hes  
aroused from EMS mutation using crossing, physiological and molec3ar tehiq~es. 
True l i  basal branching plant was crossed with apical bmuhing plant. The 
first filial (Fl) was observed The Fl should follow one of b e  possibilities, whether 1.  
If there was only one gene coatrolled the two type of branching (om type of bmhing  
was the allele of the other) and the a l e  relation was fnlP dominant, the F1 should ody 
showed one pattern of branching. the dominant. The F2 will be wnsist the two b d l h g  
type wit& the ratio of 3:l. 2. If there were two genes and both were fully &*t, the 
F1 should the blend of two type of bmchirrg (basal-apical) and the F2 will -ate to 
9 plants are blended branching: 3 plants are basal branching : 3 phts  are apical 
branching sad 1 plant i s  n~ bmhing.  3. If both branching type were eontrolled by two 
recessive alleles , the F1 will be noo branbranching type and the F2 will segegate to 9 plants 
are non branchg : 3 plants are apical branching: 3 plants are basal branching and 1 plant 
is blended bran&@. 
Crossing between the two types of branching bgs been done in the previous 
experiment ( w a s ,  not published), so in this first year researoh the F1 seed was 
pla&ed. The El plants were let to selfpolbated to develop M seed. T1K F2 seed will be 
grown to detect its segregation. 
Molecular ihtScation was also conducted using PCR asd sequencing 
techniques. DNA isoldon was performed using the method of Doyle cian Doyle (1987). 
PCR was a o n d d  using 5 pair of primers inchding 4 specific primas which was 
designed base on the sequence of branching genes AUXI, AXRI of Arabidopsis thnliana, 
RAdSI of Pisum wWma and Ls of Lycoperssieaun escuCe~?tum~ and one pair of degenerate 
primer designed from itmino mid conserve sequence of LAS. Ls and Moc gems. The 
PCR program used was 93 '(2, 1 minute denaturation, 30 second annealing at 56 'C, I 
minute ekstmtion 72 OC, for 35 cycles. Pre-heating for 1 minute at 93 OC, and the last 
extention phase was done for 10 minutes at 72 OC. S e q u e d g  was performed using the 
procedure of Big Dye Temhitor mix, at ABI 377A sequencer. Physiological 
identification was perfbrmed by measuring auxin contmt in the shoot apex, branches 
(apical, middle and basal) and the root for deducitzg the mechanism of branching 
development. 
The first filial of the crossing betwm Ron branching control plant and basal 
branching or apical branching plants consist of almost 1 0 %  branching, whether for biwal 
branching parent or apical branching parent. This showed h t  both basal brahching and 


















b a d  branching and apical branching plants consist of 7 ptaots which were nom branching 
and 7 plants wete apical braoching. One p h t  was blended W-apical. 'Wis indicate 
that there were two genes that control both type of b-hing. However w o n  on 
the segregation at the F2 plants showed the +genetic phenomenon responsible to the 
basal branching whi& was not identified in the F3. On the other hsnd, 
apical branching was truly gen&cally controlled and was cmwved into F3 oafspring. 
Identification af branching gene using PCR and sequencing techniqsles showed 
that the branching gene of kenafwas suecesfirlly amplified by AUXl and AXRl primers 
but were not amplified by LP, MI, and Llm primers. This indicate that bmwhing gene 
of k d  was homologous to branching gene of Arabidopsis tkaknu. Molceular d y s i s  
indicate that the gene act as auxin signaling, but for difkent type of branching was 
controlled by merent allele of the same locus. The gene was the me& of gene family 
th& ~ontrol brawhing and active at the last phase of branching development by 
controling auxin s w i n g  to determine whether the bradnag amdidate contiztue to 
develop or not. The PCR d t  was very thin and s d l  in size (200 bp). It was different 
from the result of PCR tsh DNA termale isoW from kenaf leaves. These indicated 
tbat there was different ammiernent ot&ne in the seed from the one in the adult piants. 
Identif~cation of auxin content in the r o o 4  apical shoot, and axiliny branches 
was done using q-mtmphotometry method. The result showed that the bmwbhg p h t s  
has higher auxin content in the apical shoot compared to the content in the b m h e s .  
Branobg developmat seem @ be dkcted by awin cmtaat in #e shoot apex and in the 
brmches. The higher auxin content in the branches corn@ to those in the shoot apex 
seem to trigger the emergence of branch. This indicate that AUXI control the 
formation of branches by either controlling the content of aoxh in the ap id  shoot and 
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1.1. Uraian Umudt Progrnm PenditIPn Tahun I 
1 Obyek peaditiaa 
Drui induksi mutasi menggmah mutagen =a Etw 1Methwoe Sarlfo~te 
(EMS) terhkkdap kenaf vasiettw KR 1 1 yang tidak btdmug, blah didapatkem dua gaim 
baru dengan tipe pemhaugan berbeda. Galur pertama mernpyfd tipe &ggn 
basal, dan galur kedua mempmyai t i p  pe- apW. Kedw tip ini 
rnuqgkin diintrol oleh dua gen yang berbeda. 
Galw bercabang sudah d i m  dari hasid kddcsi mut4  ciengan EMS yang 
telah d i l w  oleh Arumingtyas dan hddyani (2004). Berdesarkan t i p  . 
pembangamya, galw-galw tersebut clapat dibedak;an majjssli dua tipe &gm 
y a k  tipe per-dxmgan basal, dimana tipe ini krcabaulg @a nodus-nodus bawah (aadw 
5-15) dan cabang muncul sebelunv tananaan berbunga T i p  k h  addab t i p  bercabang 
apikal, dimana c a h g  tipe ini m d  setelah t .  berbunga no& 20 ke atas. 
Tipeaipe ini sama den- beberap% tipe pada kapri (Arumhgtyas, 19921, y q  mesing- 
masing dikontrol o!eh en-gen rang berbeda. T i p  berdmg besal dilcontrol oleh &'&I 
dan bercabang apikal uleh MS2.  
Adanya M g a i  gen yang mengonfrol mweutoya pcabaogan tehh dibuktikan 
bada berbagai tanaman. Pada Arabidopsis, mutan supersh&ushy, dikontmi oleh 
familj grzn s i tohm F450 (Reintanz et d., 2001; Tantikanjana et al., 2001). Tipe 
percabangan rnm teosinte branched1 (tbl) pada ja@mg m m g b  berfin?gsi sbagai 
tegdator trawkripsi dm dankspmi pada d a n g  (Doebley et al., 1997 yang - 
dalam p e n e h m  pcrturnbuhan dan d e t e h i  cabang. Mutasi pda tiga lokus DAD 
( D a c d  Apical Ddmimaplce) pa& petunia dan l i i  l o b  W S  (Rumom) pada bpri 
(Napoli et al., 1999) m e n m g i  penghanbatan prtmbuhm ca;bglIg dan mxupunyai 
efek pleiotroFi pada sifat-sifar yang ti&& & hubwgamya dengim p a d m g a n  
(Stimberg at al., 2002). Kloning terhadap $en MAX2 membukb'kan adauya peran gen 
tersebut Warn degradasi protein yadlg dimediai oleh ubiquih pada peq&ambaba 
pertumbuhan cabang. Prrda Ambidopsis mufan hasil perlakuan EMS 0.3 %, 1 1 jam, nuarl 


















20021. Mutan-mutan tersebut hbeda dengan tip asalnya b e r k k a n  hasil SSCP (Bell 
dan Ecker, 11994) dan CAPS (Koni-y dan Ausubel, 1993). Berdasar pada ,penelitim 
Somh et a1 (2003) MAX4 orthologous dengan RMSI. Pada kenaf, adanalisis RAPD 
terhadap gadur-galur bemabang tersebut rnenunjukkan adanya poliiorfisme antam galur- 
galux tersebut (Ammh@yas et &I., 2005). Demikian juga gen dYRl dan orth~Iognya 
AUXl dari Arabidqsis telah diietahui dibutuhh daiarn berbagai respon auksin. 
Fenotip bercabang bany& dari tetlaman mllfan mrl telah digunakan ~ebagai bukti 
genetilc peran auksin dalam mengontrol percabangan (Sirinberg et d., 1999). 
Muuoulnya c a b g  pada tanaman diketahui berkaitan d e n p  feno~nem 
dominmsj 9pikal. Sedangkan domiwnsi a p h l  sekma ini diparcayai berkaitan dengan 
ke- auksin. Akm tetapi mekanisme bagaimarm auksin mempengamhi dominansi 
a p W  mas31 m e r u m  perb~yam. B e r k  penelitian-penelitim yaag ada selama hi 
auksin ter?bukti tidak rnengonml secara langsung pembntukan cabang (Klm et al., 1987; 
Rorma~, et al., 1993, 1995). Tadapat indikasi adanya peran sitokinin tmsmaan dengan 
pengaruh auksin d a h  pomunculan cdmg (Cline, 1991). M e s k i p  demikian sampai 
saat ini melanisme pengontrolan percabangan oleh auksin d m  sifokinin sera ketehitzm 
kedlua h m o n  temebut belum jelas. 
Bdwgai penelitian menunjuk adanya sinyal, atatpun s&sWsi yang 
mengh~~buugican level auks'i dengm jumlah cabmg, -pi belum panab diidentiflW 
je& sub- ter5ebut. MeIihat belum adanya i d e n t i h i  substansi tersebut, s&a seldu 
IIW.UCUlny8 auksin den arstu sitakinin ketika prcabaugam muncul, m g k i n  justru 
innbangan mtanr level auksin dan sitoBEinin yang beqmanan dalam mengontrol 
pembentukan cabsag. 
Dengan d d a o  pada tahun pertama penelitian diidentifikasi gen-gen penyandi 
kedua tipe pmabmgan pa& kcnaf h i 1  mumi E M  den* teknik parsi1anga1, serm .. 
andisis molekuler dengan sekuensing gen percabangan tersebut. Pa& peneliti  tahm 
kedua diIskukan identifikasi mekanisme pengontrolan pembentukan pekcabmgan melahi 
obsewasi k a n d v  auksin terkait dangan keberadaan gen percabangan pada kenaf. 
IdentiWi dilakdm &%an meneliti kandungan auksin seap caban& tuna apkal 
serta akar pada dm gdur yang b e r W  dalm ha1 Me- percabamgamya, untuk 


















d e q m  poia ymg berbeda saa menduga hweabsi auksin yang pdiig behitan 
denpan ada tidaknya cabang. 
1.1.3 Hasil ypng Dirapkan 
Didapadran informasi j d a h  serh kaJalaer wrta sebren gen yaw mengontrol 
sifar bercabaog pada kenaf h i 1  mutari EMS. Selain itu juga dapat diketahui dengan 
t e p a t p e r a n a u k s i d a l a m p e m b e n t u k a n p e ~ ~ p a d a ~ ~ ~ a n ~  
mtma distribusi hormone perW&hn tadmt bedmitau dwgw ada tidaknya cabang 
Informasi in akan bemanfaat unnrk m c m ~ y a  bahm a h  makt ku5iab Genetika, 
Rekayasa Genetika tlan Genetika M~lekuler. Dalam kghpyadg lb-bih iw pengetahuan 



















T W A N  DAN W F A A T  PENELITIAN 
2.1 nrmm 
Tmjuan dmi penelitian hi adalah untuk : 
- Mendapatkan informasi jam&, Iwakter wta sekuen gen yctng mmgontrol sifat 
ba-abmg pada k e n a f h a s i l 4  EMS. 
- Md F2 persilaugan tanaman bercabang basal dagto a w  tllltuk 
memasfikan admy& dm l o b  (gen) yang me;agmtwI kdua tipPe percab- 
- Kontkwsi keceberadsan gen AUXl pada tingkat biji uut& menjajagi 
kemungkbn d&si lebih dini 
- Mengukw konsentrasi auksin clan sitokhin prida b&m pucuk, batafq (cabang 
apW, ten&i dan W), dan akar uaWc mend- snekanisme ~ & o & o l c t n  
-g 
2.2. MANFAAT 
~ e n g e m h ~  t d a q  identias gen caban$ yang telab j&as me~gontrol 
per4hnga11 pada W, akan membuka pelueng wtuk m e n e e r  gen tersebut pads 
tanaman lain  rang meoopunyai nilai ekoaomis yag let& tkggi, gtarcl y q  beggum untuk 
kepntinganmasyaritkatumunseperti~txmgan. 
Sernentm pengetah- tentaog mekenisme pmbentuh c a b g  
dilalcukan amipuhsi secslra lebii tmmb sehingga arsitehu trrmbuha~~ dapat diatur 
sesuai d e w  kebutuhn. 
Wonnasi-i-informasi tersebut akao bermad& untuk m p e r k a p  bh ajar mata 
k a W  Geneth, R e k a w  (iendka dan Gen- Molekuler. Dalam lh&wpya%ng leb& 
luas  pen^^^ ini akau bemnrYlfaat untuic pen-bangsm &vdbi tahamasl %%at 


















3.1 Inisinsi Pwcabangan 
Variasi percabangan mempakau penyebab penting &ya divemilas btW& 
tanaman. Batang tanaman dewma di kamkkzisesai dm@m adanya c a b g  aksilar, 
dim- c~bang-cabang brkembang dad metistem cabsng altrsilap yang terl* di antam 
dam dm pros batiu!g. Setiap spesies mempunyai pols pemahgan y w  @fik yang 
dapa$ be~bah sef~anjang siklus kehidupannya sbagai respan kxhadap tahap-tahap 
perkembangan dan kondisi lhgkwgan (Cline, 1991; Beveridge et al., 20Q3). Varhasi 
pola inisiasi meristem cabang a k s i h  d h  aktivitesnya rnembexkm k m b u s i  te- 
diversitas arsitektur batang tamman dan membwt individu tanman mengadaptash 
motfologi batangnya terhahp lingkungan (SWX dan Kak, 2M1). 
Mepistem cabang aksilar berkembmg dasi sel-sel pacia bagian dirsar dwi daun 
aksilar m u  dsri sel-sel I#ada poros b g  tepat di atas daun aks'i. Meristm twsebut 
mungkin diinisiasi pada wt yang samna dengm, dam d d m  atau bebepa saat sesudah 
dam aksilar didiffkmsiasi (Evans dm Fkuton, 1997). &&u diinisiai, meristem cabang 
mungkin berkembang menjadi cabang dengw segera, atau mmgkin berkembang m j a d i  
kuM:up aksilar dimmi pmtumbuhan diW setelah bbap ~ ~ a l  &ufl aksiiar 
dibentuk. Cabang munjgh juga mmwgikuti siklus berulang mtata m b u h  &a0 istirahat 
(Stafsshom dan Sussex. 1992). 
B-kan let& cabang pada lanaman dapat d i k d  adanya berbagai t i p  
pmcabmgm. Pada kapri terdapslt tipe-tip perdmgm basal, aerial (apikal), bersela, 
d m  kmp1.it @&aerial) (Atm&gtyas dan Mmfbt, 1992). Gaat munGwlnya cabang 
serta nodus tempat mw&ya c d m g  dari setiap tipe per@- kariasi. 
IdentiWi gen pengontrol pembangan padg kapri memmjukkan bahwa tipe-tipe 
percabangm tersebut dikontrol oleh gen-gen yang bakda-bed$ (&uuiprgtyas et al., 
1992) Hubungan antar ale1 dari getiap gen rnengkuti pola yang k a r i m i  juga M e l i  


















kontrol pembmgan mernbutuhkan b y &  signal yang sebagii sudah diketahLli dan 
sew belum. 
3.2 P e r c a m  dan ProduW B(ji 
Adanya percabangan akau meningkah potensi memghasiilkan biji dan 
mdngbtken b i o w  batang. Pada kapri penhgkatm jumlah caw @a mutan 
KIM, K524, K564 dan K586 mdngkatkan total pnjang babwg &anyak: 2.7 SBD~@ 
5.3 kali dibandingkan t i p  limya Tarsdag (Anuningtyas, 1992; Anmhgtyes dan 
Mdet ,  1992). Sedangkan Blixt (1968) melakulran induksi mu&i dengan 0.35 % EMS 
pada varietes P m  (bemabang sedikit, total panjang cab% 40.7 6% panjaug batang 
utamg 134.7 cm) menghasikm galw WL5951 yawg berulbang b y a k  (W pjang 
=bang 354.5 om, panjag batang utama 99 cm) (Armin-, 1992). J d a h  panjang 
bataag dan Eabang WL5951 adalah 2.6 kali jumiah panjang badang clan c h g  Panus 
(Anmingtyes, 1W2). Pe&&atm jumlah d m  panjmg mbang ini sekaligw 
menhgk&m jutdab biji yang dihasib. 
l3ehsarkan Descriptors and Descripror States for Choracterisatian and 
Prelimimty EvaIuatim Hibiscus c~mt~abinus and H. sabdarga yang dikelmkan oSeh 
International Jute Organisation Germp1asm Project pada dasarnya tipe percabmgan ken& 
ada 6 y+ 0 wmuk tidak berdmng atau tidak ada pertumbuhan tunas akdlar; 1 untuk 
p e r m a n  saugat lemah, 3 untuk peroabaagm lemah, 4 d percabmgm -, 7 
untuk pwbmgm kuat dan 9 ~ h i k  percab- sangat kwt. Had penelitinn di Balittas 
 los so Malang menmjukkm ada 4 tip pmbangan yaim tick& bemabang, 
nxbenter, j d a h  oabang sedang dm bercabmg banyak (Hartati et d., 1996). 
Biji kenaf terletak dalam kapsul yang berhtuk avoid (10~4) dengan ujmg 
m i n g .  Kapsul terletak pada setiap ketiak dam pa& batang mupun cabang ( W e b k  
111, Bhardwj dm danledsoe, 2001). Di USA biji lcemaf sudah menjadi prod& komemial. 
Meskipun demikian ketemd'iaan biji kenaf sebagai be& pemmamm masib mbatas. 
Beberapa perusahaan penyedia biji mtuk benih pertadaman sudah dikegal di Texas, 



















PeningWw h i 1  biji per tawma rnaupunl ti* t a n a m  menqakan dua haJ 
yang penting untuk produksi k e d .  PPoduksi biji yaug tinggi alcan berguna wtuk 
keperluan penyedim biji baik untuk pertanman maulylm untuk pemuhn tamman, 
sdmgkau tinggi tanaman yang menin& akan m- hadid suat tanaman. 
33 G e n v  Pengontrol PembPngan 
Mutan-mutan yang gecara khusus kebilangan kmmpuan untark mengontro1 
prtuduhsn meristem cabang memberih safana menyelidiki gen-gen p g  
terlibaf d k  kantrol percabangan. Karakterisasi dari mutan atebidopis 
supershoot/bTlrhy, yang bercabang banyak den mmghhki banyak cam per nodm 
m i l  mm@enMkasi Wwa famili gen sitokrom P450 meqmkan elemen yang 
mengontrol inisiasi meristem mupun ptumbubaunya (Reintanz et al., 2001; 
Tmtikanjaua et al., 2001). KebaUamya mukii pada lokus teosinte branched] (rbl) 
pada jagung mempengaruhi pmhmbuhan wbaq tertapi ti& mempengadki h k + e p  
Mutan yang kehil- fcmgsi tbl meogf&Ikm d m n g  yang memanjang yang diakhiri 
dengan tasel, sernentara t i p  l i y a  mempunyai cabang p g  pendek dao diakhiri oleh 
ear (Daebley et al., 1995). Gsn TB1 mungkin b e w s i  sebagai regulator transkripsi 
d m  berekspresi pada @ang (Daebley et al., 1997). P m g d  mutasi tbl pa& 
pmambuhan dan morfologi cabang men-ikan bPphwa TBI ti& b y a  beraksi 
dalanr p e n e b  perhmbuhan tetapi juga d&& dm& 
M W i  pada tiga l o b  DAD @ecreased Aprrcal Da*) pa& peiamia dan 
lima l o b  RMS (lbiwus) pa& kapri (NapoIi et d., 1999) menyebabh b g n y a  
penghambatm pembentukan c9bang. Lo& RMS dan DAD dapat dikebnpokkm 
berdasar apakah pemn gen-gen ternbut terbatas pala tmm a%&& juga mempmgngaruhi 
pensinyalan rcntsra akar dan tunas, &am pengontrolan percabangm. Stirnberg st al. 
(2002) mendapath bahwa muai pada dm lo& MAXI dm MAX2 dmi Adidopsis, 
seperci MAS dan DAD juga mmgumgi p e n g h a m h  ptumbulm cabang dan 
mempunyai efkk pleiatrofik pada sifat-sifat yang ti& ada hubungannya dengan 
percabangan Kloning ter- gen M A X 2  mengad pada peran degradasi protein yaug 
dimediai oleh ubiquitin pada pmghnbatan ptumbuhan cabang. Demikian juga gen 


















Fenotip bercabaag banyak dari tanaman mutan ax11 te1& &&an sehagai bukti 
genetik pem &n dalam m e n g m l  percabangan (Strinberg et al., 1999). 
3.4 Per~n Auksin den Sitokiniu dalam Pembentukaa Pewbangan 
Kontml pethmbuhan percabangan mas& sedikit difkhmi. Mckanisme 
peaBontroh p n g  sampai saat ini dipercayai adaM domhami apikal. B&i apikaf 
domiaan sudah banyak dilaporkaa dan diketahui berhubungan &ngan auksin, sehingga 
selama ini salah satx fokus dari penelitian percabangm adalah kontro1 oleh hornone 
tmamm, temtama auksin dan sitokinin. Penelitian-penelitian ini (Cline, 1994; TM, 
1995), menunjukkan b&wa auksin yang berada pada tunas apikal dan di transport -a 
bas$%l berfUngsi sebagai signal jarak jauh yang bemifat menghmbat, tetapi 
tidak bera!ksi pada pucuk itu sendiri. Dengan dwdcim tampaknya peran 
&in tejadi seaam tidak langsung (Phillips, 1975; Tremawas, 198i; Qine, 1991, 1994) 
tetapi memerlukan rnesenger yang dapat menyampakm signal auksin ke tunas. 
Beberap penelitian rnernbukthn ha1 ini. Morris (1977) rnendapatkan bahwa auksin 
prig diprodulrsi pa$a apeks tidak dihnsprt ke tunas dan menurut Clme (19%) auksin 
eksogen yaug dibetikan secasa langsung ke tunas tldalv mengharmbat pedmnbubaunya. 
Salah satu model menyebutkm bahwa pengad auks& &dam pertumbuhan 
cabmg dimediai deh sitdrinin. Sitokinin secara ladgsung &pal naenhgkatkan 
pertwnbuhan tunas (Cline. 1991). Tamman transgenik yang auksmya meningkaf 
mmmjukkan penummn level sitokinin (Eklof et al., 2000). Sirdrinin ymg W p o r t  
dari akar meningkat setelah tanaman didekapitasi, tetrrpi @@@an sitokinin tidak 
bila diWukan aplikasi auksin pada tamman yang didekapitasi (Bangeh, 1994). 
Meskipm tampaknya terdapat hubungan antara kevel sitokinin dengan allksh 
-tan dengan mmculnya cabang, tetapi tidak terdqwt bukti lain yang menunjukkan 
a h y a  regulator pe-buhan tunas di b a d  aukin. Penelitian dengan memsnfaatkan 
mutan-mirtaa percabangan sudah banyak d i l a k h  Mutan-mutan rm mmpunyai 
j d h .  &mg yang banyak, tapi fenotip ini dapat diiembaiikan menjadi tidak bercabang 
deagan menyambungnya dengan t i p  liar sebagei batang bawah. Jadi terdapat sinyal 
yang dapat melewati mbungan (grap-rransmfsible) dari batang bawah ke atas unbk 


















blPkan auksin atau sibkinin sebab k s m a m  den- ~~ pwbangm pada MIS 
kandungan sitokhhya rendah h level serb trimsport auksin ti& melebihi tipe l i s  
@everidge et al., 1997; Morris et al., 2001) 
Banyalrnya julnlah rntaasi i&u tmnsgea yang mmpe~g& kandnngan w W i  
tixiusport atau sensitifitas teddqmya te~tama pada Arabidopk, mrn- 
pendebtan yang berbeda untulr nmenyelidiki peran &in dalam apical dominan~i d m  
secara spesifik menyelidii tahap ~~ cabang saat level auksin disan in viva. 
Tanamarm yeng mengebpresikan gea-gen biosintesia L U  pada A w t e r i ~ m  
tumef~iens mqunyai  L4A endogen pug tinggi dan menuqiuklran peningkatan 
donhmsi apdd wee et d., 1987; Romano et al., 1993,1995). 
SNdi mutasi oPeh Arm@zym et al. (bela dipwb&ibsih) mengusulkan bahm 
m e k s m e  pemurieulan percabmgan melibrqkm s&u fsrnili gen y q  me~egabi 
pematah atau reduksi domhausi apikal atau dengan aklimatisasi detbadap kondisi 
stass (seperti radiasi W) dongan cara pemingkatan d b l  yang dapt  menyebabkan 
terjadhya fhksidasi auksin (Strid ef al,, l994; Rao et el.. 1996), pmhgkaran eoZim 
peroksidme yang mende-i L4A sehgga kandungan IAA naen- (Jan~ea et al., 
1001), atau p e n g h a m b  si& -in oieh cqptechrome (tmahmi et al., 2002). 
Kedua proses mguhsi ini dapat dipen- oleh perlakwn dari lw seperti pemberian 
EMS dengan metub& gen-gen biosintesis &sin. dm sibkinin, cEaa gen-sen pembawa 




















Penelitian ini bmjangka waktu duer tahm. Pada tahun pertma dildcukan 
identifikasi gen penyandi pemabangan baik dengan tehnik persilangan ataupun secsn! 
nokInaet dengan PCR dan sekuensing. 
Pada tahun kedua melihat kdrtan keberadaan genlgen-gen cabmg tersebut dengan 
level auksin ymg ~~ oleh tanaman unhk melihat jdw p m g o n ~  gedgen-gen 
te& dalam pembentukan cabang. 
Adapun diagram alh rencana penelitian disajikan dalam gambar 1. 
PEN$LITIAN TAHZTN I 
a Identifikmi gen penyandi percabangan 
Galur mumi tipe percabangm basal disilangkan dengan galur m u d  tipe 
percabaugzm apikal. T w m a  pertama (Fl) dari persilangan tersebut h t i .  Terdtrpat 
paling tidak 3 h- yang aejadi y& : Pertama, bila a h  satu gen (tip 
pemhngp yang stu addah rnerupakan ale1 tipe yang l b y a )  dan hubungan antar 
alalnya domimn penuh , maka F1 hasil persilangan hanya rnernunodlcan 1 sifat 
bercabang saja y;Pitu yang lebih dorninan, dan F2 &an krdiri dad duatipe d m g  deegan 
pwhdingan 3:l. Kedua, bib ada 2 gen dan kedmya dominan penuh maka F1 
berhotip gabmgan antara pembmgan basal daa apikal, F2 akan bersegreM dengan 
m i o  9 tanaman bertipe cabang gabungsn: 3 tanaman bertipe c a b w  basal : 3 tanaman 
bedpe cabang apikal : 1 tanamam tidak bermbang. Ketiga bia kedua tipe permbangan 
dhntr01 oleh 2 ale1 resesif maka F1 adalah tipe tidak h a b a n g  dan F2 bersegemi 
menjadi 9 ticlak h b a n g  : 3 [tanaman bertipe wbng basal : -3 tawman be&pe cabang 
apikal : 1 taRanaan tip bercabang gabungan. 
b, IdenMBasi malekuler 
Isolasi DNA : 


















PCR untuk gen percabangm kenaf: 
Lima pasang primer forward dan primer rev- flabel 1) digunakan 
mengrtl~plifikasi sekuen DNA gen pe- dari had. 
T h l l .  Sekuen Primer yang Digwnakan &lam Penelitian 
Mas@-masing pasangan primer id dicampur dengan 2 ul 10X b&er Taq 
Polymemse, 1.6 ul200 FM dNTP, 1.6 p l 2 d  MgCU dim 1 U Taq Polymerase 
Kondisi yang digunakan terdii dari ! menit denatumi p& s ~ h u  93 "C, 30 detik 
annealing pada 56 OC, 1 menit ekstensi pads d u  72 'C, sebmyak 35 sisdus. Peaanasan 
awd dilakukan selama 1 meoit pada suhu 93 OC, dm fase pemmjmgau terakhir 
dilakukan setma 10 menit pada suhu 72 O C .  
Hasil a m p l i i  dielekdroforesis pads gel agarosa 1.5 % den&ain buffer TBE 
untuk mengecek DNA hasil PCB. 
Sehensing DNA 



















a Kenfirmad jomlah gen pengatur perenbangan ltsrafmel&ui penelnsulpn 
s@mgd pada kenman l?Z dan penyedia~ b.hm tanaman aaNE malids 
hornone 
Benih kenaf kontrd, bercabmg basal, bacabaag apikal, F2 dari persilangan 
kontrol X basal, kmtr01 X apikal w t a  basal X aphl, d i b m  dalam polibag dengm 
&wan 10 kg. Media tanam berum aampupan tsneb dan hurrms denga~ perbandhm 
2:I. P o l i i  diletakkan di &dam rumah kaca, d e q a  jarak 40 x 40 an uahik 
memaksimalkan percabangaa Pemupukan dengan dosis 6Q kg N, 40 kg PzO* dan 60 kg 
K20 per ha dilakufran 10 hari setelah tanatn sebanyak 113 bagian dan sisanya diberikan 
saat tenaman bemmur 35 haai (htmwpadi et al. ,19%). Penyhuam dilakukm setlap 
hari pada pukul 08.00. Untuk kontrol, tamman bercabang basal, tsnaman bercabang 
apikal d i m m a n  sebanyalr 10 benih, &angkan untuk F2 masiag-masing digmakm 40 
benih. Dan nxsing-maing kelornpok percabangaa dismbd 5 wupel u&tuk M s  
hormon Sedangkaa u t u k  penelusuran w g a % i  pembsn$an pada F2 pen- 
pemhngan dilahkm ketika tamman sudah mamasuki Ease generatif. 
K o ~ i  kebemdaan gen heamlog AUXl peda bfji den- Pelymer*sc Chain 
Reaction (PCR). 
Isolasi DNA dibkdm dengan menggMaEan metode Doyle % DoyIe (1987). 
PCR men- primer yang ditunmkan dari gem AUXl dengan unmb wntuk primer 
Forward: 3'4AAGTGOCACAAGTGCTGn-5' dqn Reverse : 3'4XTGGCTCCGGT 
AAAGTACA-5'. Masing-mashg pasangan primer ini dicmpuh dengm 2 ul1OX buffer 
Tag Polymm, 1.6 ul200 pM dNTP, 1.6 pl2mh-l MgCM dm 1U Taq Pdymenlse 
Kondisi yang digunakan tRdiFi daci 1 4 dm&msi pteda suhu 93 'C, 30 detik 
afmxling pada 56 QC, 1 menit dcstemi pada suhu 72 "(2, sebaupk 35 siklw. %- 
awal dilakakrtn selama 1 menit psda s&u 93 'C, dan f b e  pemaujilllgan te&W 
dilabdm =lama 10 menit pada suhu 72 OC. Visualisasi PCR dilddan dengan 


















c. Peagukmm hdwngan IAA 
- Met& ~pekhofotometri (Harbmte, 1987) 
bdmgan IAA dihitung brrdasartcan modifikasi mcttode senyawa ido l  
(H&ome, 1987) dm metode pmgukuran IAA pada kultw bakteri. Sampel 
dihomogenasi den* methanol 80 % yang m e q d w g  2,5 mh4 h h t n a i  wid. Hasit 
homogmasi d i e  dengm kerbs saring Whatmm no 1. Kemudian filtrat disentrilka 
dengm kecepgtam 4000 rpm &ma 20 menit. Selatmjutnya 200 ul supematant diwmpw 
dengan 800 ul reagen S&owsky, ditunggu 10 menit. Konsentrasi IAA ditenwkan 
meqgmbn speldrofotometer pada panjang gelombang 520 a. Sebagai standar 
digunakm larutan IAA yang ditambabn dengan reagen Sdkowsky. Ikahmgu IAA 


















Pra Penelitirn Fundamental 
(Persihgm clan RAPD galur-galur w g )  
Galup tipe Galurtipe 
-gbasal cabangapu ------ .--., 1 
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A I d i S i s ~ ~  
Macam dm karnkth motekuler gen peegmtrol tipe pembamgan 
dplti~lah gen 
jaldr pengontrolna 



















w a  DAN PE~AHASAN 
apikd, basal serta persilangmaya dengan kontrol stapm mtar jenis percabangm 
didapatkan data St3pe~ti disajikan p;pdrr tabel 2. 
Tanaman konfml ti& bemahg (KRI 1) mflwjulrkan adanya d* yaitu 
cabmg yang tidak berkembaag (paling pryjang lebih kurang 10 cm) @amber 1 a). Hal 
ini khas pada KR11. Siwilan ternbut ask W a g  menjadi o a h g  y a g  
mmngg&nya (ti& meugh8sik-m bunga) dan u m m y a  meskipun tamman telah 
niemxplli fase gemmtif (hbunga) f&k terpicu uratuk memanjang. Berbeda -an tipe 
tanaman ~ h b a m g  yang menginsiasi dan memmwkan cabang rcmg mampu 
menghilkan bunga dan k e t h  taaaman me& fase genarrdif pettumbubm d a n g  
akan dipicu semakin cepat. Tamaim beFcabang b a d  m u 1 3  apikal menunjukkan 



















Persilangan kontrol &&an tammm bemibang basal (K X B), xnenghasillm 
Ice- (PI) 100 % ti& -g. Tauaman FI ini balenotip smr dm- konml 
yaitu mempunyai siwilan yang tidak berkembmg majd d m g  M a  tlvmn 
m e m d  fase genesatif. Hal , ~ u n j ~  bahw ale1 bsral bersibt 
resesif, xhingga k e t h  disilangkan dengan ko-1 inah ald waif hi doo tmtuWpi1 
oleh del domimmya yang bemid W indu2r tiW bercabang, (kontrol). 
A&pm bagan persfimgm Lontrol dengan tamum bemhang basal dm p e r k i m  
Gambar 3. Brrgan pilangan dan pmkhta~  genorip kontrol, bercabmg basal 
dan ketunmmya 
Demikim juga persdmgan kmtrol dmgn ber~abang a p i d  (K X A), 


















dari 21 tamman) bexcabang apikal. Sama dengan F1 dari persilangan K X B, F1 tidak 
baFcabrlag dari persilangan K X A inipun berftnotip sama dengan k o m ~ l  yaitu 
mempunyG siwilan ymg tidak berkembaug menjadi m b g  ketika banaman m d  
fase generatif. Hal ini rnenutjukkan bahwa ale1 bercabang apikdpttn juga bersifat 
resesif, sehingga ketika disil- dem kontrol maka ale1 resesif ini akan tertutwi 
oleh ale1 d o m f m y a  prig be& dari induk tidak bercabang (konwd). 
Adapun bagan persihgan kontrol dengan tamman bercabang gpikal dan 
pskkw genotipnya adalah sebagai berikut : 
P : Kon'brol tak bembmg apikal(K) X Apikal (A) 
AA 1 " 
Aa 
tak baeabang apikal 
Dari kedua persihngan di atas d i k d u i  WWR baik tip percabangan basal 
m a w  qik4 sama-sama dikontrol oleh &I d f .  A,kan tetapi smpai tahap ini belum 
diketahui apakah kedua del -but adaclah ale1 y3ng sklma Untuk konfiiasi ha1 
tersebud maka dilibat hasil pasilagan an* tamman bembang b a d  dengan apikal. 
Pemipangan tanaman bercabgng b a d  dmgan a p h l  (B X A), mwrgh9silb 
(F1) 46.67 % (7 dari 15 tansman) tidak bercgbang daa 46.67 % (7 dari 15 m) 
babaogapikalsetta6.67%(1 d a r i 5 ~ ) b e r c a b a n g b a s a i ~ ~ .  TujuhWaman 
F1 yang tidak M a n g  befienotip sama dengan kontroi yaitu mempunyai siwiltin yang 
ti.& Lwbmbamg raenjadi cabang ketika tanaman m e d  h e  gene&, sedangkan 
mjuh tanamaa beresbitng apIkal seperti a u k  bercabangnya Mm&ya FI yang tidak 
bercabang ini menmjuWum adanya dua labs yang mengontrcrl kedua tipe permbangan 
Lokus yang satu yang metsgatur mmulnya percabangau apikal bersifat hornozigot 
resesif (a) pada tanaman beroabang &, sementsnr pada tanaman bmcabang basal 
lolaw ini heterozigot (Aa). Sementera lokus kedwa pada tanaman bemabang basal bersit;st 
h o z i g o t  re8esif (bb), sedan- pada tamman aerial bersifat homzigot 


















domirm dari tamman tidak bemabang belgaaung mmghasilka fenotip tidak bercab~ng 
sekyak &tar 50 %. Den* demiPrian dari hi-diktahui bahwa ada dua 
lokus atau dua gen ymg mengontrol kedva t i p  percgbaagan ked 
Adapun bagan persilangan kontrol dengan tgnaman bercabmg apW dm 
perkiraan genotipnya adalah sebagai bedcut : 
F1 : AaBb aaBb 
Tak bemabang Apikal 
Gambar 5. Bagan persilangan dan perkiraan genotip tanaman bemabang basal dan 
spikal dan ketunumumya 
Adanya 2 $en yang berbeda yang mengontrof ksdua tpe pembmgp iersebut 
tampaknya sejdm dengan teori mekanisme pmgontrolan p n i h t u k m  cabeng yang 
behitan dengm kebedam h o m n  perhmbuhan aulrsin dm sitokiain sata rasio 
k d m y a .  Auksin diproduksi di pwuk dan &&ansport bipetal, sedmgkm &tokinin 
diproduksi di ujung a h  dan ditramport ke segda arah. A- rnenyebdkm 
-batan pembentukan eabang. Perlu signrul untuk men yam^ efek 
penghambatan ke cabaog dim pedu imbmgm auksin-sitokhb yang tepst sdhgga 
cabang muncul. Saat rnuncuhya cabang b a d  maupun rcpikal wadi b p k  bmmaaa 
deagm cabang basal m& &bii dahulu. Tauphipa inisiasi cabang basal dan aerial 
tejadi paria w&u yang sama dan &ontrol oleh ald yang berbeda dari gen yang berbeda, 
sesuai d q a n  hasil intqrefasi data &aagm di atas. 
KonfUlnasi j d a h  gen pen* pensbangan kenaf nudalui peneluswan 
segtqpi pada tanamap~ F2 ~~ data seperti tersaji pada tabel 3. Badasarkan 
penelitian ) pa& d u n  pertama &rsilangBn control dengan tanaman berabmg b a d  (K 
X B diindikasikan bahwa slfat b m d m g  basal dikontrol aE& ale1 resesif bedasarkan 
fakta bahwa F1 berfenotip normal, yang W bahwa F1 tersebut addah heferozigot. 
Hmpir 100 % (9 darj 10 tanaman) F2 dari persilmgan tarsebvt bdxotip nand, tidak 
terdapat segiwgasi bercabaog basal kmud hanya satu tammm. Keadaan iai jauh 


















bahwa sifat bercaBar1g ini &dmiah dilcontrol ol& gen. Sifat yang mtmcul Iebih 
merupakan sifat epigmatik (menyemai efek gen, tetapi tidak diwariskan) 
Fenomens cpigenetik didafiraisikan sew pemb&an &psi gen Fanpa 
wmbab sehren nuklmtida dad gen. Fenomena ini terjadi pada berbegsi gen pada 
behagai organismil Bedasarkan contoh-contoh yang d(iberikrmn 01th Henikoff dan 
Mat&= (1997) fenom- e p i p t i k  melibatkan perubah  ekspmi gm-gen yang b d a  
&am kromosorn pa& berbaBai ag;u~isma, w m y a  dirnediai crkh perubahan s& 
kromatin dm atau metilasi DNA yung di&kan k%pi mmpunyai ptensi mtuk 
lcembali ke stmktur scmula (reversible). Femmena iai merupdcan bwaa drtri regdasi 
proses ekspresi gen. ymg sawat krkaitan dengan kebutuhan tatmum mtuk ber tak  
hidup, T d t  dengubl proses pemkrltukan galur bemabang basal hi Uam penelitian 
ter&ulu yaitu denyan m u h i  menugmakan Ethyl MeMetk s~rfonate @MS) rnaka 


















D a .  sisi tanaman sendiri hal ini dimungkinkan katena dengan peruba4m (stdctw 
lrromath atau metilasi DNA) yang ti& &l frevqsible) maka sudah memun- 
unruk survive. 
Berbeda dengan tip pmhnggn basal, tip pe&gan 8pW tsrbukti benar 
tajadi karem perubahan DNA yang diwariskan. Hal ini dihyljukkm dari b i l  
pershgan kontrol dmgan tanaman berc&amg apikal y m g  m e n g b s i h  FI yang 
sebagian besat n o d ,  hanya sebagian kecil (leb'i kurang 5%) menunjukkan fenotip 
bembag apikal. Diduga fenotip normal addah heferozigot. Hal ini terkod~rmasi pada 
penelitian tahun kedua ini den- mmculnya w g a n  bewbang apikal pda I2 (Tabel 
3) sebanyak 20 % (0.5cpa.7, uji chi-square unruk rasio pew& aonogenik 3:l). 
Keadaan ini diduk-crmg oleh hasil pwanaman F1 grang bercabang apW, yang d i d u ~  
terjadi karena mutmi resesif pada kedua kmmosom homolog, yang mnghasilkam F2 
yang hampir kesemuanya bercabatlg apikal. Dengan detnikian melalui penelitim ini 
telah terkonfkmsi bahwa peroabmgm apikal d'iontrol oleh ale1 rekf. Adanya 
sepgan normal (10%) did* karem danya penganth hglwgm ymg mnyebabkan 
tidak muncuhya cabang. 
5.2 ldentifikasi Molekuler Seknen Gen Percabangm 
Dwi Polymerase Chain Reaotion (PCR) dengafl mmggunakan 5 pasmg prima 
didapatkan hasil sebagai b e r h t  : 
L A A A L 
-r v v J 
a b c 'd e 
Gmbar 6. Hasil PCR DNA genom kenaf dengan menggunakan Primex RM9 1 (a), 



















Dari ke Iima primer yang digumkm hanya AXRl dm AUXl pug dapat 
menggmplifikasi DNA gmom koahl, tammm bmabmg basal, bgsal bembmg 
apikal, p e d ~ n g a n  b a d  d e n p  @d mwpun F1 persiklngan kontd dengan 
taslaman be&ang apikal (Gambar 7) 
Gambar 7. Hasil PCR dengan primer AUXI (a) daa AXRl (b). Tanda --P 
menunjukkan pita hasil amplifikasi 
Pita hasil amp1:Iflkasi AXRl dan AUXl dai keliraa 98mpe1 terletak pada posisi 
yang sllma yang menunjukkm b&w berat naolekd fragmen yang dih99ilkan add& 
sama Meskipun demikian BM yang sama belum mmdukkan sekuen yeng sama 
Akan tetapi berdasap penelitian Rouse et al. (1998); Shhdm-S&~ dan Mori (2001); 
Stirniberg et al. (1999) dan Ward dm Ley= (2OQ4) y m g  mmuqjukkan Wwa AXRl 
dan AUXl semaema bekaja d a b  signaling auksin, pa& fase @elah eahrtng 
ditmtdc. Wan AXR rneru* aaggota dad famili gen AU2CAAA. Deolgan demikian 
h y a  kcsamm pita hasil amplifbsi FCR menunjukkan bahwa AXRl dan &UXI 
adalah homolog. kda&kao konsistensi mumhya pita pada plrsisi yang dhrapkan 
maka dazi kedua kelompok h l  FCR t d u t  d i m  hasil am@&asi AUXl yang 
men-lkan pita mget lebib tebal (Gambar 7) mtuk dilabkm whmsiug. 
Daai keempat gm yang digwakm sebagai d a s ~   pen^^ piimx p i & ,  Ls 
adalah gen percabm y a q  berperrm d i n g  awal p m w  ~~ cabang . 
Ls berpemxm dadam G k  signaling yang m e i n  berkaitatx dengm inisimi &ang dan 


















1999). Bedcutnya RUSl berpasrnan dalam mempengamhi transport signal auksin 
dalam proses pemU&n dominansi apikal (Beveridge et al., 1997 dan 2000). S&U 
Axal  dan AUXl berperaaan pada fase paling & yaitu setelah cabang mmcd dan 
menwidtan +WI atbang akan berkembng ataukah ti& {Stimberg et d., 1999). 
I ABA YS Giberellin ( 





Gambar 8. Mekanisme proses pembentukan cam 
Hal ini sesuai dengan pengaaatan mol5ologi tamman pug  rnenunjdkka bahwa 
tamman kontrol ataupun F1 yang ti& bercabang selalu memunoulkan siwilan (Gambar 
2). Hal hi bersrti bahwa sebenamya i~siasi sudah dilakthm dm d o m i  s W  
dipatahkan @&pi nntS. tanaman AUXl (do-) siwilan tlaakr berkembng m~njadi 
c a b &  semmtara ale1 resesifhya (aral) menyebabkan cab- berkambmg. Dengan 
demikirian posisi AXRl/ALJXL dslam znekanisme proses pembentukan e&mg adalah 


















Dari Wl PCR wntuk primer yaag santa terlihat ~ & W B  pita yang dihasilkan 
tetI& pda posisi yaug sama baik untuk kontrol, tamman b e z d a q  basal tamman 
bercabgng apikal maupm persikuLgan antma maman basal dm agw (Gambgl. 9). 
Mengingat bahwa seem morfologi kelinra ssmpel yang digmakm sangst 
babeda rnaka kemuq&inan yang berjsdi adalab Wwa antam &el-&el pmdmgan 
(tidak berabmg clan bercabang) h y a  berbeda bdxmqxt basa-basa nittogen ph site 
terteatu sraja, &gga tidak mempengawhi proses priming (rmnsnling). Peibedaan yang 
laanya beberapa basa saja pads DNA template a b  mutlgkin menyebabka~ paujang 
sekuw yang &hasilkan samg. 
loo bp- 
M a b c d e  
-bar 9. Hasil BCR dengan m e n g g u d a  primer AUXI. M = 100 bp DNA marker; 
a = Koniml, b= Kontrol X Apikal, c = Basal X d = Bad,  
e = Apikal 
Tampaknya perbedaan morfoiogi yang t e d  disebabkan oleh perbedaan pada 
beberapa basa yaug menyebabkan perbedaan ekspresi pembngau peda tsaamsn dengm 
tipe cabang berbeda W t a n  -art kemen& flukshya. H i d  sskwn6k-g 
membuktikan hal hi. AnaIiisiS alignment antma sekuen ale1 o a h g  basal dan cabang 
apikal menunjukkan bebmapa (12) pe&dian baai nitrogen (Ggmbar 10). Pe&t&m ini 
menyebabhl dibilkannya protein yang berbeda -a mempengmbi traosport 


















misataya sitokinin. Tampaknya p b e b n  yang terjadi did& menyebabkan pembahan 
yang ~G&P sehingga d x m g  tetap m d  tetapi dengan tip yaug berLxxh 
$?- m g  diwj* d& m s  .&vent  -R PcR 
maupun .@ kcqm1. P e r k k u  yang tejrrdi ti* 
m m  bass -pi jugs hil- batxi (Qambsr 111, yang ., . 
m- M a y a  f r a m e  & mqq$ggi.m protein yang ~ekali beibeda 


















Hal ini menjelaskan ti&ak mwulnya cabang pula tamman kontrol clan 
sebalbya munculnya cabang pgda tanaman mutaa 
Analisis alignment antara bercabeng basal atau apkd dengan basil 
persilangrm kedua t a n a m  -but menwnjuwtan bahwa persilangm ant& k a b  t i p  
permbangan mengbilkan ke- yang lebih mmpunyai prsamaatl 
sekuen yang thggi dangan taaaman berwbsvlg +kd. HrJ hi sesuai hasid 
pengamatan morfologi ymg murnjukkan bahwa ketumnan bercabang dari pmilangan 
ternbut temysta bemabang apkal, &I ti@ satupun yang bercabang b&. Di lain 
plhak analisis a l i i e n t  antma Irelamman persilmgan BxA dengan kontrol m e n m j ~ a n  
adanya delesi yang dapat menyebabkan terjadiya fratneshifl, seperti tejadi pada analisis 
sebelwya. 
Basal vs BXA 
3asaL 14 W ~ W C C A N A T A T T m A T G G N C T C T T ~ C T Q 6 A C T W T A T C T C A T ~ O N T C T  73 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  1 1 1 1 1 1 1  1 1 1  1 1 1 1 1 1  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 l 1 1  1  I l l  
B X R 13 TTCTCCTCCANATNTTCTATGk4NCTMhlTGGGAAGCTGGACTECTTATCTCAT~GTU:TCT 72 
Basal 7 4 A C N T W A N A G A A G ~ ~ G A G N N ~ T C A G C T Q W A A C C A ~ G M W C e A  137 
1 1 1 1 1  I 1  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 l 1 1 1  1 1 1  1  I I I I I I 1 I I I  1 1 1 1 1 1 1  1 1 1 1  
B X A 73 A C N T a C A G T A ~ o n A R G A O R A C O T G R O C T T C A R G R e i C C A T G T C A T C C A  136 
Apikal vs BXA 
Apikal 2 G A R G ~ ~ G G A C T G C T T A T C T C A ' ~ U L N T G T G C T C T A M T A P I A I ~ T R N A ~  61 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I ~ I I I I I I I I I I I I I I I I I I I  1 1 1 1  I I I I I I I I I I I I I I I I  
B X A 43 GAAGCTOGACTOCPTATCXATCANWTGCTCTACNT~TACAGBAGCAFcjAABWLGA 102 
Kontrol vs BXA 
Kontrol 2 TTCTATGNN~JTNIWTQGGAAGCTGNACTGCTCATCTCNTC?WTGTGCTCTACATANAGTAC 61 
1 1 1 1 1 1 1 1 1  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  I I I I I I I I I I I I I I  1 1  1 1 1 1 1  
5 X A 27 TTCTATGNNCTNNTGbGAAGCEGACTGCTTATCTCATCANTGTOCPCTACRTAGnGTAC 86 
Kontrol 62 AGAAGCAGWA-COTCAGETTC-NNABCWGTmTCCA66TT 114 
1 I I 1 l I 1 1 I I 1 1  1 1 1 1 1  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  1 1 1  
B X A 87 AGAAGCAGGAAaG~AGAACGTCAGCTTCAAGAACCATGTCATCCANGTT 140 
Gamk 12. Hasil a d i i s  alignment autara sekuen PCR k e t m m a ~  persilangm 
BxA dengan tanaman berm- basal lapika1 serta kontrvFI 


















Analisis homologj fhgnm-ffagmn a, b, c, d mattpun e Wtl PCR tersebut 
dengan menggzFnakan k i e  k d  Alignment Semch Tool (BLAST3 uwutljnktcan 
adanya homologi yang tin@ dengan gcn-gen pa A m 1  atau gem-gen yagg 
mengontrol pembmthn prokin gembawa influx &in (Jampiran 2). D a b  
penelitian ini belm dig& primer percab- yang berkaitan dengan sigoding 
sitokinin karena belum ada gen yang. berkiaitan dengan signaling sibkinin yang sudah 
jelas diidentifikasi. 
5 3  Kontlwasi keberndann gen homolog AUXl pa& biji deagar, Pdymerrsc 
Chain Reaction (PCR). 
Percobam konfhnasi keberadaan gen hamolog AWXl pada biji dengan 
Palymtxase Chain Readon VCR) mengguaah DNA b i l  isolasi dwi biji. 
Elektroforesis isoltsi menuqjukkrm bahwa DNA telah berbasil diis01asi d e w  baik 
(Garnbar 3) 
h h  13. Hasil hhi DNA biji 
PCR meqgwakan template DNA dari biji tersebut temyata berhasil 
mengamplifikasi gge AUXI. Akan tetapi hasil amplifikasi m a t  tipis dm dan kecil 
(lebih kurang 200 bp, Gambar 4), jauh lebih kecil dan lebii tipis bila dibandingkm 


















peneLitim tahun pertama (ukuran pita has2 amplifikasi 900 bp). Keadrlan ini diduga 
kjadi karwa M e n  DNA ymg beahesil d i i l -  dan' biji hanya m& 
seba~$m dari g a  AUXI. Biji merupakan bagian tanaman yang penting wtuk 
pertcemw* akan tetapi ketika biji tidak berada pada k d s t  Iingkmgm yadg 
memungkinlcan m e  perkecmhht, maka hampir ti& Bda &ivi& metahlisme 
berh~w, atsu kalaupun ads k-rulg dew= =gat tingkat YW san%at 
tendah. Hal ini ymg diduga menyebatkin kebanyakan gen ti* on, atan bebetspt 
mungkin belum di-reuwangewnf me& susunannya yaug aktif. ~ s e ~  
pemunculan pedxmgan adalah aktivitas pertumbuhan yang bedmgsmg ketika tanrPlnan 
sudah melewati mgsa W i n g .  Sebingga p& fage biji diduga gen percabmgm masih 
dalm bent& tedbgmentasi. Mengaud kebenaran hal ini diperlukan koafirmasi 
lebii lanjut 
W b a r  i 4. ~ k #  rneki@mlm template DNA yang diisoldsi dari biji kenaf. 
5.4 Pengukarrm kduggtun IAA Ippm) 
Kmdungm auksin didetehi pada ujung akar, dung h g  dan 4% cabang. 
Ujmg akar merup- .sink (tatgmt marerima auksin) seperti juga wbmg, sedaugkan 
ujuhg w g  mempakau tempat di mana auksin diproduksi. Dengan mengmd 
k a n b g m  auksin di ketiga posisi tersebut. dhmpkan dagat diketahui b a g a i m  
hubungannya dengan pemben- percahmgan. Hasil pengamatan terhadq Laadungm 


















Fabe1 4. h i 1  pen- m g a n  auksin O?pm) pada h, ujlmg bat- d m  ujung 
eabang tmama kenaf bercabang basal, apW,  persilanga~l rrndar keduanya 
serta mtar masing-masing tip bercabang dengan kotxtrol 
Dari has2 di atas terlibat bahwa psda tanaman kmtrol (K i.tidak b M g )  
ataupun yang disilangkan dengan I r e 1  ((KXB, KXB) kandungan auksin plsdnl. ujuflg 
cabang selalu lebih tinggi daripada kandungan auksin Ra$a ujung batang dimana auks'm 
diproduksi (rasio ~~ auksin di ujung cabmglujung cabang lebih dari 1). Hal ini 
mungucin tejadi k a n a  auksin yang diproduksi di ujung batang h a t u p  k-~~nya 
tersedot ke ujung caban& dae mmyebabkm teijadinya pengham- gem- 
wbmg sesnai dengan h r i  C l i  (1994) dan Tamas (1995) tentang domhmi apikal . 
Sedangkan kandungan auksin di ujuug batang unbk tamm-tanaman terwbut di atas 
relative rendah (kurang dari 10 ppm) tetapi cukup untuk tnenunjmg pertumbuhan dung 
apikal. 
Pada t a n m m - m  bmcabwig ( B= beIcabana, basal, A-bmAmg apikal dan 
Mil persihgan keduanya (BXA), rasio antam kandmgan auksin di ttjmg cdxmglujmg 
batmg menuaJ:ttkkan nilai di bawah I. Jadi kandungan auksin di yung oabang lebi 
mxlah daripada kaddungm di ujung batang. Kandwgan auksin di c a h g  &u di 
b a d  10 ppm, bahkein hanya berkisar antata 4.79-6.79, sehingga pmtumbuhtu~ csbang 



















Gambat 14. Grafik kandungan auksin pada ujung akar, ujung batang dan ujuag cab-. 
Sementara itu bih dilihat masing-masing plot kandungan auksin pada ujung akar 
untuk tanaman yang mengdwg  ale1 cabang selain B (KX.4, KXB, BXA) mempunyai 
nilai relatif lebih rendah dibanding K. Umumnya kandungan auksin pada akar tanaman, 
kebalikan dari kandungan sitokinin, karena antara lain disebabkan karma akar 
me- tempat produksi sitokin. Menurut teori nuhisi untuk menjelaskan dominansi 
apikal, sitokinin yang ditransport dari akar ke cabbang akan menyebabkan tejdinya sink 
nutrisi pada cabang, yang menyebabkan perhmbuhan cabang berlangmg dengan cepat 
Di dukung dengan keberadaan sitokinin tersebut menyebablrsn pembelahan sel &am 




















KIBLMPULAN DAN SARAN 
6.1. Kesimpuh 
Berdasarkan pola pewarisan sifat pedangae,  permbangan apikal mentpalcan 
ekpresi dari suatu gen. Gen tersebut dalam keadaan mesif menyebabb rmweulnya 
pemhmgan. Sementara, percabangm basal temyata ttdalah merupakan efek dari 
fenomena epigenetik. Analisis molekuler mgimi  adanya gen AUXl pa& 
kenaf, yang berpenman dalam signaling auksin. Gen tet~ebut anerup&an anggota dari 
famili gen pengontrol pemhngm AUX-L4.4 dan bemksi pi& fase akhir pernunodan 
=bang me1alui pengontrolan s i w i g  auksin untuk m e n e m  apakah d a n g  akm 
hrkembang atau ti&. Gen tersebut &pat dideteksi padst DNA yang diisolmi dari dam 
tetapi tidak terdeteksi pada DNA yang diisolsfi dari biji. 
P m d m  d a n g  di- oleh kandwgan auksii pada ujung batang dm 
ujmg cabang. Kandungm aulsin yang lebih tiaggi pada jung cabplng dibandingkan 
dengm piada dung batang tampaknya mendomug pemunculan cabang. Setnentara 
kandungm auksin yang rend& pada akar mun& berhubmgan dengan keber- 
sitokin 
6.2. Saran 
Identifkwi kebemdaw dan konsentrasi auksin &in sitokin pettu dilakubran 
unank mengdui itnbmgan kedua h o m n  dan posisi (bamg, cabmg aka) kedua 
homon itu k& taaaman menghasik cabang. Selein itu, perlu peneiitian Iebii lanjut 
untuk konkmsi keberadaan sitokinin pada posisi ujuag akar, bstang dm caban$ untuk 
melihat hubumgannya dengan pemunculan cabang. 
Selain itu konfirmasi mengenai kemungkbn perbedaan susunan gen 
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ABSTRACT 
The objective of this r e m h  ma to determine the genotypic and physinlo~ 
properties of two branching types of kenaf mutant line moused from a y l  Methane 
Sulhate (EMS) mutation The genotypic property was observed b a d  on the existence 
of branching gene and the physiological ohsracter observed was the awlin con~entration. 
For molecular analysis, DNA of kenaf seed and leaves were- isalated using Doyle dm 
Doyle (1987) method The sequence 0f b c h i n g  gene was identified Gng PCR and 
sequencing techniques. PCR was condu~ted using 5 pair of primm i.ncluding 4 specific 
primers which was designed b.se on the sequence of brauching genes AUXI, AXRl of 
Arabklopsis thaliana, RMSI of Pism s-m, and Ls of Lycopersiinrm asculentum, and 
one pair of degeaerate primer designed from amino acid oomrve sequence of U S ,  Ls 
and rWoc genes. The PCR program used was 93 aC, 1 minute dimitudm, 30 second 
~ n t l d h g  at 56 'C, 1 minute ekstention 72 OC, for 35 cycles. Preheating for 1 minute at 
93 OC, md the last extention phase was done for 10 minutes at 72 "C. Sequencing was 
performed &g the pocedw of Big Dye Tenninatw mix, at AB1 377A sequencer. 
Confianaton on the physiologicai propaties of branching tines was determine using 
s ~ p h o t o m e t r y  melhods. 
Identihation of bmwhhg gene using PCR and seqmcing tectmiques showed 
that fhe branching gene of k e d  was succesfidly ampfified by AUXI and AXRl primers 
but were not amplified by Ls, RMSI, aad Llw primers. This indieates that branching gene 
of kenaf was homologous to bran&hg gem of Arabidopsis tMioM. Molecular analysis 
indicate that the gene act as auxin signaling, but dierent type of branching m s  
controlled by different allele of the same locus. The gene was the member of gem. family 
that control branching and active at tbe last phase of branching development by 
c~~troling auxin s igpa l i  to determine whether the b r a n c h  candidate coxutinue to 
develop or not. Determination of auxin content in the roots, apical shoot, and a x i l q  
branches showed that the branching plants has higher auxin content in the apical shoot 
colnpsred to the content in the branches. This indicate that AUXI control the formation 
of braaches by either controlling the eonlent of auxin in the apid shoot and Wches at 
the ratio of a* content in the shoat and branches 
Key word : branching gene, auxin, MJ tuu ta t io~ .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
